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RESUMO 
 
Introdução: Estudos experimentais mostram que a prática de exercício físico 
durante o período adolescente é capaz de aumentar a formação de novos 
neurônios, a expressão hipocampal de fatores neurotróficos e aprimorar a 
aprendizagem e a memória de ratos. Entretanto, é importante destacar que a 
intensidade adequada de exercício físico durante o período pós-natal do 
desenvolvimento não está bem esclarecida. Das poucas pesquisas realizadas com o 
treinamento físico durante o desenvolvimento cerebral de ratos foi demonstrado que 
a neurogênese pode ser modificada de forma dependente da intensidade do 
exercício físico. Apesar disso, não se sabe se existe uma etapa do desenvolvimento 
em que a intensidade do exercício físico poderia resultar em uma maior 
neuroplasticidade. Objetivo: Investigar a influência de duas intensidades de 
exercício físico em diferentes etapas do desenvolvimento cerebral pós-natal de 
ratos. Materiais e Métodos: Foram utilizados ratos Wistar machos nascidos em 
nosso laboratório. Os filhotes foram colocados com suas mães em caixas individuais 
até o desmame no dia pós-natal 21 (P21). Os ratos foram divididos em diferentes 
grupos de idade: P21 (n=44), P31 (n=44), P41 (n=44) e P51 (n=44). Cada grupo de 
idade foi submetido a duas intensidades (baixa e alta) de exercício físico em esteira 
ao longo de 10 dias consecutivos, 30 minutos por dia. As intensidades de exercício 
foram determinadas de acordo com o estágio de desenvolvimento de cada grupo. 
Depois da última sessão de exercício, os níveis hipocampais de BDNF e citocinas 
inflamatórias foram determinadas por imunoensaio, a proliferação celular por 
imunohistoquímica e degeneração celular pela técnica de fluoro jade B. Resultados: 
A análise quantitativa revelou que a densidade de células em proliferação foi 
significativamente maior na região do giro dentado dos ratos submetidos a exercício 
físico de baixa intensidade em P21-30 e exercício de alta intensidade em P31-P40 
quando comparados aos ratos controles (p < 0,001 para ambos). Um aumento 
significativo dos níveis hipocampais da citocina pró-inflamatória IL6 foi detectado em 
ratos submetidos a exercício físico de alta intensidade em P21-P30 comparados aos 
ratos controles (p = 0,001). Em P41-P50, nível elevado da citocina pró-inflamatória 
TNFα foi encontrado na formação hipocampal dos animais submetidos ao exercício 
de alta intensidade comparados aos animais controles (p = 0,014). Em contraste, 
níveis elevados da citocina anti-inflamatória IL10 e BDNF também estavam 
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aumentados nos animais submetidos a exercício físico de alta intensidade em P41-
P50 comparados aos animais controle (p = 0,009). Em todos os grupos de idade, 
não foram encontrados neurônios em degeneração na formação hipocampal dos 
ratos submetidos as duas intensidades de exercício físico durante o 
desenvolvimento cerebral pós-natal. Conclusão: Estes resultados mostram que os 
efeitos neuroplásticos induzidos pelo exercício sobre os níveis de BDNF e 
proliferação celular na região do hipocampo são dependentes da intensidade de 
exercício e período de desenvolvimento. Além disso, a intensidade do exercício foi 
um fator indutor de inflamação e a resposta inflamatória induzida pelo exercício 
físico também foi relacionada com a fase de desenvolvimento. Estes resultados 
indicam que as alterações neuroplásticas induzidas pelo exercício físico durante o 
período de desenvolvimento cerebral pós-natal dependem tanto da intensidade do 
treinamento como do estágio de desenvolvimento cerebral. 
 
Palavras-chave: Exercício físico; Desenvolvimento cerebral; Intensidade de 
exercício; Morte neuronal; Sistema nervoso central. 
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ABSTRACT 
 
Introduction: Recent studies have shown that physical exercise during adolescence 
is able to increase the formation of new neurons, hippocampal neurotrophic factors 
expression, and improve learning and memory in rats. However, the appropriate 
intensity of exercise during the period of postnatal development remains little 
explored. From the few studies that investigated the effects of physical training during 
brain development in rats, it was demonstrated that neurogenesis can be influenced 
by the intensity of exercise. Nevertheless, it is unclear whether there is a 
developmental stage in which the intensity of exercise could result in a greater 
neuroplastic influence. Purpose: to investigate the influence of two exercise 
intensities at different stages of postnatal desenvolvment of rats. Materials and 
Methods: Male Wistar rats were bred in our laboratory. The pups were housed with 
their mother in individual cages until weaning (postnatal day 21 - P21). Therefore, 
rats were divided into different age groups: P21 (n=44), P31 (n=44), P41 (n=44) and 
P51 (n=44). Each age group was submitted to two exercise intensities (low and high) 
on a treadmill over 10 consecutive days. Exercise intensities were determined in 
accordance to development stage of each group. Rats submitted to low or high-
intensities of exercise ran on a treadmill during 30 min per day. After the last exercise 
session, hippocampal levels of BDNF and inflammatory cytokines were determined 
by immunoassay and proliferation and degenerating cell by mean of Ki67 
immunohistochemistry and Fluoro-Jade B technique, respectively. Results: 
Quantitative analysis revealed that the density of proliferating cells was significantly 
higher in the dentate gyrus of rats submitted to low-intensity exercise from P21 to 
P30 and high-intensity exercise from P31 to P40 when compared to control rats 
(p<0.001, for both). A significant increase of the hippocampal levels of pro-
inflammatory cytokine IL6 was detected in rats submitted to high-intensity exercise 
from P21 to P30 compared to control rats (p=0.001). In rats that ran from P41 to P50, 
elevated levels of pro-inflammatory cytokine TNFα were found in the hippocampal 
formation to high-intensity exercise compared to control rats (p=0.014). In contrast, 
increased hippocampal levels of anti-inflammatory cytokine IL10 and BDNF were 
also detected in rats submitted to high-intensity exercise from P41 to P50 when 
compared to controls (p=0.009). In all age groups, no degenerating neurons were 
found in hippocampal formation of rats submitted to two exercise intensities during 
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postnatal brain development. Conclusion: These results show that exercise-induced 
neuroplastic effects on BDNF levels and cellular proliferation in the hippocampal 
region are dependent on exercise intensity and developmental period. Moreover, it 
was noted that exercise intensity was an inflammation-inducing factor and that 
exercise-induced inflammatory response during the postnatal brain development was 
also related to developmental stage. Taken together, these findings indicate that 
neuroplastic changes induced by exercise during the postnatal period of the 
development brain depend on both training intensity and development stage. 
 
Keywords: Physical exercise; Brain development; Exercise intensity; Neuronal 
death; Central nervous system. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O desenvolvimento do cérebro é um processo complexo caracterizado por 
uma série de etapas críticas que incluem a formação de neurônios (processo 
conhecido como neurogênese), a geração de células gliais (processo chamado de 
gliogênese) e a formação de sinapses (processo conhecido como sinaptogênese) 
(Morgane et al., 2002). Seu desenvolvimento normal segue um caminho programado 
e específico em cada região cerebral (Bayer et al., 1993; Herschkowitz, Kagan e 
Zilles, 1997). Nesse sentido, estímulos que ocorrem durante este período altamente 
plástico podem resultar em mudanças positivas ou negativas para o cérebro ao 
longo da vida (Rice e Barone, 2000; Andersen, 2003; Trojan et al., 2004).  
Em muitas espécies de mamíferos, incluindo o homem, uma parte 
considerável do desenvolvimento cerebral ocorre após o nascimento (Winick e 
Nobel, 1965; Dobbing e Sands, 1973). O período vital de maior crescimento do 
cérebro humano se inicia na 13ª semana de gestação e continua até o terceiro ou 
quarto ano de vida (Dobbing e Smart, 1974). Após este período de maior 
crescimento cerebral, ocorre um processo de desenvolvimento seletivo de sinapses, 
durante o qual alguns contatos sinápticos são fortalecidos e outros são eliminados 
(Changeux e Danchin, 1976; Purves e Lichtman, 1980; Innocenti, 1981). Esse 
processo seletivo de sinapse ocorre até o final da adolescência, e é fundamental 
para que o cérebro configure sua estrutura normal. É durante este período que o 
sistema nervoso seleciona as conexões sinápticas mais adequadas ao ambiente 
(Changeux e Danchin, 1976). Uma vez que a influência do ambiente normalmente é 
mais intensa durante o desenvolvimento do que na fase adulta (Lores-Arnaiz et al., 
2007), eventos que ocorrem durante este período pós-natal podem ser críticos para 
o desenvolvimento normal do cérebro. Por exemplo, tem sido observado que a 
exposição precoce a drogas e ao stress pode produzir efeitos deletérios à estrutura 
e função do cérebro em desenvolvimento (Tapert e Brown, 1999; Lubman, Yücel e 
Lawrence, 2008), bem como aumentar a chance do indivíduo ser acometido por 
alguma doença psiquiátrica na vida adulta (Chu e Dill, 1990; Teicher et al., 2002). 
Por outro lado, evidências recentes têm demonstrado que alguns estímulos 
ambientais, tais como hábitos de atividade física na infância e adolescência parecem 
ter uma influência favorável sobre o cérebro em processo de formação (Sibley e 
Etnier, 2003; Buck, Hillman e Castelli, 2008, Hillman et al., 2009). Uma correlação 
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positiva entre nível de atividade física, aprendizagem e escores de inteligência tem 
sido observada em crianças em idade escolar (Sibley e Etnier, 2003). Em crianças 
pré-adolescentes, uma ou várias sessões de exercício podem modificar a atividade 
neuronal, melhorar o desempenho em tarefas de atenção e aumentar a 
compreensão de leitura e a precisão das respostas em testes de desempenho 
acadêmico (Buck, Hillman e Castelli, 2008; Hillman et al., 2009). Esses dados 
interessantes sugerem que a prática de atividade física durante o período pós-natal 
do desenvolvimento cerebral pode promover efeitos benéficos para o sistema neural. 
Os mecanismos pelo qual o exercício físico exerce tal função tem sido recentemente 
descritos. 
Dados de estudos em animais mostram que o exercício físico pode modular a 
maturação do cérebro em desenvolvimento por meio de processos neuroplásticos 
(Uysal et al., 2005; Gomes da Silva et al., 2012). Um estudo conduzido por Uysal e 
colaboradores (2005) demonstrou que a prática de exercício físico durante o período 
da adolescência proporcionou uma melhor memória espacial em ratos no labirinto 
aquático de Morris e um aumento na densidade de células na formação hipocampal, 
estrutura cerebral considerada a principal sede da memória e um importante 
componente do sistema límbico (unidade responsável pela formação das emoções). 
Adicionalmente, trabalhos conduzidos pelo nosso grupo demonstraram que animais 
submetidos a um programa de exercício físico durante a adolescência apresentam 
uma redução da expressão hipocampal do receptor canabinóide subtipo 1 (CB1) 
(Gomes da Silva et al., 2010a), um aumento no número de interneurônios 
hipocampais imunorreativos à proteína quelante de cálcio parvalbumina (Gomes da 
Silva et al., 2010b), um incremento na densidade de axônios da região hipocampal 
do giro dentado, e um aumento na expressão hipocampal do fator neurotrófico 
derivado do encéfalo (BDNF) e seu receptor tropomiosina quinase B (TrkB) (Gomes 
da Silva et al., 2012). Esses achados indicam que o exercício físico realizado 
durante a infância e adolescência pode alterar a plasticidade do cérebro em 
desenvolvimento. 
Apesar desses resultados, é importante ressaltar que a intensidade adequada 
do exercício físico durante o período do desenvolvimento cerebral pós-natal não está 
bem definida. Das poucas pesquisas realizadas com o treinamento físico durante o 
desenvolvimento cerebral em ratos foi demonstrado que a plasticidade induzida pelo 
exercício físico pode ser influenciada pela intensidade de treinamento (Ra et al., 
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2002; Kim et al., 2003; Lou et al., 2008). Lou e colaboradores (2008) observaram 
que os ratos juvenis submetidos a uma semana de exercício de baixa intensidade 
apresentavam um aumento na expressão gênica hipocampal de BDNF, do receptor 
N-metil-D-aspartato tipo 1 (NMDA-R1) e do receptor quinase hepática fetal-1 (fetal 
liver kinase; Flk-1). Esses autores também encontram um aumento no número de 
células em proliferação (marcadas com 5-bromo-3’-deoxiuridina; um análogo da 
timidina, que durante a fase S do ciclo celular incorpora-se ao DNA das células em 
divisão; Taupin, 2007) na região hipocampal do giro dentado de ratos juvenis 
submetidos a exercício de baixa intensidade. Entretanto, nos animais submetidos a 
exercício físico de alta intensidade, nenhum efeito neuroplástico foi detectado (Lou 
et al., 2008). Esses resultados apontam para uma interessante relação entre a 
plasticidade hipocampal e a intensidade de exercício físico. No entanto, pouco se 
sabe se existe um estágio do desenvolvimento cerebral pós-natal em que a 
intensidade do exercício físico poderia resultar em uma “maior influência 
neuroplástica”. Em um estudo clássico foi notado que os efeitos neuroplásticos 
induzidos pelo exercício físico podem variar de acordo com a idade do animal (Kim 
et al., 2004). Porém, permanece desconhecido qual a fase do desenvolvimento 
cerebral pós-natal é mais sensível aos efeitos do exercício. Neste contexto, o 
presente estudo teve como objetivo principal investigar a influência da intensidade 
do exercício físico em diferentes fases do desenvolvimento cerebral pós-natal de 
ratos. Para determinar os efeitos benéficos do exercício físico foi avaliado os níveis 
hipocampais de BDNF e a ocorrência de proliferação celular no giro dentado de 
ratos adolescentes submetidos a duas intensidades de treinamento físico (uma baixa 
e outra alta). Para verificar se as duas intensidades de exercício físico poderiam 
resultar em efeitos deletérios nos cérebros dos animais, verificou-se também os 
níveis de citocinas inflamatórias e a possibilidade de degeneração celular na região 
hipocampal de ratos nas mesmas condições acima. 
 
1.1. Neurotrofinas e exercício físico 
 
As neurotrofinas são proteínas que constituem um grupo heterogêneo de 
peptídeos capazes de regular os processos de proliferação, desenvolvimento e 
diferenciação celular (Skaper, 2008). Deste grupo de peptídeos, fazem parte a 
neurotrofina 3 (NT-3), a neurotrofina 4/5 (NT-4/5), o fator de crescimento do nervo 
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(nerve growth fator; NGF) e o fator neurotrófico derivado do encéfalo (brain derived 
neurotrophic fator; BDNF) (Bibel e Barde, 2000). As funções biológicas que as 
neurotrofinas exercem, ocorrem por meio da ligação a duas classes receptores de 
membrana. Estes receptores podem estar localizados no mesmo neurônio, porém 
são capazes de desencadear efeitos celulares distintos quando ativados. Uma 
classe desses receptores, são o receptores tropomiosina quinase (Tropomiosin 
kinase; Trk). Os receptores Trk apresentam três subtipos, TrkA, TrkB e TrkC aos 
quais o NGF, BDNF e NT-4/5, e NT-3, respectivamente, se ligam (Hempstead et al., 
1991; Kaplan et al., 1991; Klein et al., 1991a; 1991b; Lamballe, Klein e Barbacid, 
1991; Ip et al., 1992) e ainda, em algumas condições celulares, embora com menor 
eficácia, a NT-3 pode se ligar aos subtipos A e B (Skaper, 2008). Ao ligar-se a estes 
subtipos de receptores, as neurotrofinas desempenham seus papéis biológicos, 
geralmente resultando na ativação de vias de sinalização intracelular relacionadas 
com sobrevivência, proliferação neuronal e plasticidade sináptica (Minichiello, 2009). 
Outra categoria de receptores aos quais todas as neurotrofinas se ligam, são os 
receptores neurotróficos p75 (p75 neutrophin receptor; p75ntr), um membro da 
família dos receptores de fatores de necrose tumoral (Bibel e Barde, 2000; Kaplan e 
Miller, 2000; Chao, 2003). Ligando-se ao p75ntr, as neurotrofinas podem ativar 
cascatas intracelulares que irão resultar em morte celular por apoptose (Friedman, 
2000). 
Das neurotrofinas mencionadas, o BDNF tem sido amplamente estudado. O 
BDNF tem um papel crucial sobre a plasticidade cerebral (Lo, 1995; Lu e Chow, 
1999; Schinder e Poo, 2000) e junto com outros membros da família das 
neurotrofinas, ele exerce um papel fundamental durante o desenvolvimento 
(Leibrock et al., 1989; Barde, 1994), e na modulação da plasticidade no cérebro 
adulto (Lo, 1995; Lim, Lim e Federoff, 2003). Dentre os vários tipos de plasticidade, 
o BDNF regula a ramificação e o remodelamento de dendritos e axônios (Shimada, 
Mason e Morrison, 1998; Lom e Cohen-Cory, 1999; Yacoubian e Lo, 2000), a 
sinaptogênese (Alsina, Vu e Cohen-Cory, 2001), a eficácia da transmissão sináptica, 
juntamente com a síntese e liberação de neurotransmissores (Kang e Schuman, 
1995; Boulanger e Poo, 1999; Kafitz et al., 1999), a maturação funcional das 
sinapses excitatórias e inibitórias (Rutherford, Nelson e Turrigiano, 1998; Vicario-
Abejon et al., 1998; Seil e Drake-Baumann, 2000) e a apoptose celular (Friedman, 
2000). 
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Estudos mostram que tanto a administração exógena de BDNF (Cabelli, Hohn 
e Shatz, 1995) como a administração de moléculas que neutralizam a sua ação 
(Cabelli et al., 1997) ou animais com distúrbios na expressão do BDNF e de seus 
receptores (Bibel e Barde, 2000; Chao, 2003; Bernd, 2008) podem afetar o 
desenvolvimento normal do cérebro e gerar alterações funcionais ao longo da vida. 
Além disso, camundongos com mutação gênica do BDNF apresentam déficits de 
aprendizagem (Linnarsson, Björklund e Ernfors, 1997; Gorski et al., 2003). Em 
humanos, um polimorfismo (Val66met) no gene desta neurotrofina é responsável por 
diminuição do volume de estruturas cerebrais (Pezawas et al., 2004; Szeszko et al., 
2005; Montag et al., 2009). 
Uma quantidade considerável de estudos em animais jovens e adultos tem 
demonstrado que após um programa de treinamento físico os níveis hipocampais de 
BDNF encontram-se elevados (Neeper et al., 1995; Neeper et al., 1996; Vaynman, 
Ying e Gomez-Pinilla, 2004; Gomes da Silva et al., 2012). No estudo conduzido por 
Vaynman, Ying e Gomez-Pinilla (2004) foi observado que o aumento nos níveis de 
mRNA do BDNF e seu receptor TrkB estava associado à melhoras na aprendizagem 
e memória espacial em animais adultos submetidos ao exercício físico. Gomes da 
Silva et al. (2012), analisando animais que treinaram durante a adolescência, 
observaram resultados semelhantes. Por exemplo, animais submetidos a 
treinamento físico em esteira no período pós natal de 21 à 60 dias (P21 à P60) 
apresentaram melhora na memória e aumentos na expressão hipocampal de BDNF 
e seu receptor TrkB. Estudos em humanos saudáveis, demonstram um aumento 
significativo nos níveis séricos de BDNF ao final de uma sessão de exercício até a 
exaustão (Rojas-Vega et al., 2006; Ferris, Williams e Shen, 2007; Griffin et al., 2011; 
Cho et al., 2012). Estes níveis permanecem elevados até 10 minutos depois de 
finalizado o exercício (Rojas-Vega et al., 2006). Além disso, o aumento no BDNF foi 
acompanhado de uma melhora na memória (Ferris, Williams e Shen, 2007; Griffin et 
al., 2011). Embora em menor quantidade, algumas evidências demonstram que o 
BDNF também é liberado pelo cérebro humano durante o exercício. Analisando a 
diferença arteriovenosa de BDNF (BDNF arterial – BDNF jugular) na veia jugular 
interna, Seifert et al. (2010) encontraram aumentos nesta diferença após um período 
de treinamento de 12 semanas. 
Considerando que o BDNF está envolvido nos processos de aprendizagem e 
memória (Bekinschtein et al., 2008), o aumento da sua expressão induzido pelo 
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exercício físico durante o desenvolvimento cerebral pós-natal pode resultar em 
aprimoramento das funções cerebrais. No entanto, permanece por ser elucidado a 
influência da intensidade do exercício físico que possa proporcionar maiores 
benefícios, além de investigar se durante o desenvolvimento cerebral pós-natal 
existe um período mais sensível as influências do exercício físico. 
 
1.2. Exercício físico e proliferação celular 
 
Sabe-se atualmente que algumas regiões cerebrais de grande parte dos 
mamíferos, incluindo humanos, continuam a produzir células precursoras neuronais 
durante todo o período de desenvolvimento (Altman e Bayer, 1990). Regiões como o 
giro dentado do hipocampo e a zona subventricular dos ventrículos laterais possuem 
nichos de células progenitoras mitoticamente ativas que podem migrar, 
diferenciando-se tanto em novos neurônios como em células gliais (Ming e Song, 
2005; Ming e Song, 2011). Aproximadamente, 9000 novas células nascem 
diariamente no giro dentado de ratos adultos jovens e em condições ambientais 
normais, estima-se que pelo menos 50% destas novas células morrem 1 a 2 meses 
após seu nascimento (Cameron et al., 1993; Gould et al., 1999; Kempermann e 
Gage, 2002), e cerca de cinco a doze dias após seu nascimento, metade podem ser 
marcadas com proteínas específicas de neurônios (Cameron & McKay, 2001). 
Acompanhado deste aumento na produção de novos neurônios, melhoras em 
funções cognitivas são observadas (van Praag et al., 1999). O oposto também é 
verdadeiro. Diminuição no número de células migrando e de neurônios é 
acompanhado por piores resultados em testes de aprendizagem e memória (Seigers 
et al., 2009; Sudai et al., 2011). 
Vários são os fatores que podem controlar a produção de novas células no 
cérebro. Aprendizagem, convulsões, isquemia e exercício físico aumentam a 
proliferação de células granulares e neurogênese no giro dentado do hipocampo 
(Kempermann, Kuhn e Gage, 1997; Parent et al., 1997; Gould et al., 1999; van 
Praag et al., 1999; van Praag, Kempermann e Gage, 1999). Por outro lado, o 
envelhecimento, exposição à radiação, consumo excessivo de álcool e stress (Nixon 
e Crews, 2002; Monje e Palmer, 2003; Kim et al., 2004; Mirescu e Gould, 2006), 
estão entre os fatores que influenciam negativamente a proliferação celular. Dentre 
os fatores que influenciam positivamente a proliferação e geração de novos 
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neurônios, os efeitos que o exercício físico proporciona tem sido bastante estudado 
(Brown et al., 2003; van Praag, et al., 1999; van Praag, Kempermann e Gage, 1999). 
Este fenômeno pode ocorrer em vários estágios do desenvolvimento cerebral, desde 
o animal jovem até o idoso (van Praag, et al., 2005). Mesmo animais recém-nascidos 
de mães submetidas a um treinamento físico durante o período gestacional exibem 
um aumento de células hipocampais em relação a filhotes de mães não submetidas 
ao exercício durante este período (Lee et al., 2006; Kim et al., 2007). Além disso, o 
exercício físico é capaz de reverter os danos causados pelos fatores negativos 
mencionados anteriormente. Animais envelhecidos quando submetidos a exercício 
físico apresentam melhores resultados em testes de memória e ansiedade (Pietrelli 
et al., 2012) e os declínios relacionados a idade na proliferação celular são 
amenizados em animais treinados (Kim et al., 2004). 
Estudos recentes tem evidenciado a importância do exercício físico em 
proporcionar mudanças positivas na proliferação celular e formação de novos 
neurônios (Kobilo et al., 2011; Mustroph et al., 2012; Bechara e Kelly, 2013). 
Utilizando o paradigma do ambiente enriquecido, estes autores demostraram que o 
acesso a roda de corrida e exercício físico em esteira são fatores críticos para 
proporcionar estas mudanças, uma vez que alterações não foram detectadas 
quando esses estímulos estavam ausentes. Nestes estudos, manipulando condições 
experimentais em que era ou não permitido aos animais acesso a roda de corrida, 
os autores demonstraram que os animais que tiveram acesso a roda apresentavam 
maior quantidade de proliferação, diferenciação, sobrevivência celular (Mustroph et 
al., 2012) e neurogênese (Kobilo et al., 2011) comparados aos grupos expostos 
somente ao ambiente enriquecido (sem a roda). Em outro trabalho conduzido por 
Bechara e Kelly (2013), animais foram alojados em condições padrão ou em 
ambiente enriquecido e submetidos ou não ao exercício em esteira. Animais 
treinados apresentaram maior porcentagem de células BrdU-positivas, aumento no 
número de neurônios imaturos no giro dentado, sem nenhuma alteração significante 
na quantidade de células em apoptose (Bechara e Kelly, 2013). Em estudo anterior, 
Uysal et al. (2005) demonstraram que animais jovens (22 dias de idade) submetidos 
a oito semanas de exercício em esteira, apresentavam aumentos no número de 
neurônios da formação hipocampal, sem alteração significativa na quantidade de 
células em processo de apoptose.  
Outros estudos investigaram a influência que a intensidade do exercício 
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desempenhava sobre a proliferação e formação de novos neurônios. Xu et al. (2006) 
observaram uma aumento do número de células BrdU e Nestina-positivas (marcador 
de células-tronco neurais) no grupo que realizou exercício de intensidade leve. 
Embora os animais que realizaram exercício de intensidade moderada e alta 
também demonstraram aumentos quando comparados ao controle, foi notado uma 
diminuição significativa quando comparado ao exercício de intensidade leve. 
Estudos anteriores (Ra et al., 2002; Kim et al., 2003) mostraram o mesmo padrão de 
marcação com BrdU em animais submetidos a exercício físico em esteira.  
Durante diferentes fases do desenvolvimento cerebral pós-natal a associação 
de idade e intensidade de exercício físico não tem sido explorada. Os estudos que 
investigaram a influência da idade (Kim et al., 2004) e da intensidade (Ra et al., 
2002; Kim et al., 2003; Xu et al., 2006) utilizaram somente um grupo de animais 
jovens (4 e 5 semanas, respectivamente). Neste sentido, o presente estudo também 
analisou a influência da intensidade do exercício físico na proliferação de células do 
giro dentado do hipocampo, em diferentes etapas do desenvolvimento cerebral pós-
natal de ratos. 
 
1.3. Neuroinflamação, neurodegeneração e exercício físico 
 
Estratégias não farmacológicas podem ser utilizadas na tentativa de reverter 
ou amenizar as disfunções cerebrais associadas à doenças neurodegenerativas, e 
entre estas estratégias, o exercício físico tem sido proposto como uma boa 
alternativa (Radak et al., 2010; Arida, Scorza e Cavalheiro, 2010; 2013; Arida et al., 
2011). Se realizado em intensidade e duração adequadas, o exercício físico induz 
plasticidade hipocampal. Em contrapartida, o exercício de alta intensidade pode 
causar dano (por exemplo, morte celular). Na verdade, os efeitos degenerativos 
começam a aparecer em condições indevidas de stress onde ocorre a elevação 
crônica de glicocorticoides (Woolley et al., 1990; Stranahan, Khalil e Gould, 2006), 
ocasionando a ativação exagerada dos sistemas inflamatório, imune e de stress, o 
que provoca um aumento de mediadores inflamatórios, como as citocinas. As 
citocinas são pequenas proteínas de sinalização celular capazes de atuar como 
mediadores intra e intercelulares. A sua secreção, por leucócitos inflamatórios e 
algumas células não-leucocitárias, pode afetar a integridade da barreira 
hematoencefálica, induzindo morte celular durante o desenvolvimento (Hagberg e 
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Mallard, 2005; Deverman e Patterson, 2009). 
Da grande variedade de citocinas, algumas são consideradas pró- e outras 
anti-inflamatórias, dependendo da soma de seus efeitos sobre o sistema imune 
(Vitkovic, Bockaert e Jacque, 2000). O fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e a 
interleucina 6 (IL16), citocinas com propriedades pró-inflamatórias, controlam no 
cérebro os comportamentos doentios (sickness behavior) (Dantzer et al., 1998; 
Dantzer, 2001), anoréxicos (Plata-Salaman, 1998) e hiperalgésicos (Watkins et al, 
1995). Evidências utilizando um modelo animal transgênico foi capaz de mostrar que 
expressão elevada da IL6 no sistema nervoso central é suficiente para induzir uma 
variedade de deficiências neurológicas, tanto estruturais como funcionais (Campbell 
et al., 1993). In vitro, a exposição a IL6 e ao TNFα diminuiu a formação de novos 
neurônios, permitindo sugerir que estas duas citocinas podem mediar os efeitos 
prejudiciais da neuroinflamação na neurogênese (Monje, Toda e Palmer, 2003). 
Devido ao claro efeito em inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias, a 
interleucina 10 (IL10) é considerada uma importante citocina anti-inflamatória 
(Fenton, 1992). Aumento da sua expressão no curso de doenças do cérebro 
promovem a sobrevivência de neurônios e células gliais, por meio do bloqueio dos 
efeitos de citocinas pró-inflamatórias (Sawada et al., 1999; Heyen et al., 2000; Strle 
et al., 2001). Durante o processo de envelhecimento, a produção elevada de IL6 
pode, em partes, ser atribuído à insuficiente produção de IL10 (Ye e Johnson, 2001). 
A inflamação exerce um duplo papel no cérebro. Apesar de exercer um 
importante papel em restaurar regiões cerebrais afetadas por lesão (Morganti-
Kossmann et al., 2002; Finnie, 2013; Woodcock e Morganti-Kossmann, 2013), ela 
também é uma característica marcante em condições patológicas do sistema 
nervoso central. Muito provavelmente elas são desencadeadas por diversos eventos 
que iniciam nos primeiros estágios da doença e muitas doenças neurodegenerativas 
compartilham a ativação crônica do sistema imune como uma característica comum 
(Amor et al., 2010). Em humanos, assim como modelos animais que procuram 
replicar condições celulares, bioquímicas e comportamentais de doenças 
neurodegenerativas (doença de Alzheimer, doença de Parkinson, doença de 
Huntington e esclerose lateral amiotrófica), são observados expressão aumentada 
de moléculas inflamatórias no cérebro (Leonard e Song, 1999; Akiyama et al., 2000; 
Giménez-Llort et al., 2012; Khansari e Sperlagh, 2012). Além disso, estudos clínicos 
e experimentais relacionam a inflamação durante estágios iniciais do 
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desenvolvimento cerebral a danos em sua estrutura (Kadhim et al., 2001). Visto que 
o exercício físico pode exercer um papel anti-inflamatório e, consequentemente, 
neuroprotetor nestas condições, tornar-se necessário entender melhor por quais 
mecanismos ele desempenha seus papéis. 
O exercício físico possui a capacidade de alterar a expressão de uma ampla 
variedade de citocinas. Em humanos, exercício físico extenuante induz secreção de 
citocinas no cérebro (Nybo et al., 2002; Rasmussen et al., 2011). IL6, a primeira 
citocina presente na circulação durante o exercício, aumenta de forma exponencial 
com o exercício e está relacionada com a intensidade, duração, e a quantidade de 
massa muscular envolvida no esforço (Pedersen e Hoffman-Goetz, 2000; Pedersen, 
Steensberg e Schjerling, 2001; Pedersen et al., 2003; Nielsen e Pedersen, 2007). 
Estudo em animais jovens mostrou que o exercício físico voluntário foi capaz de 
alterar a expressão hipocampal de ambas citocinas pró e anti-inflamatórias (Pervaiz 
e Hoffman-Goetz, 2011). Estudo com o exercício físico forçado (esteira), foi 
observado um aumento na expressão de IL6 no cerebelo, de IL1β no hipocampo e 
do receptor antagonista da IL1 na pituitária de ratos treinados durante sete semanas, 
sem modificar as concentrações séricas destas citocinas (Chennaoui, Drogou e 
Gomez-Merino, 2008). Em modelos animais de doenças neurodegenerativas, foi 
observado alterações na expressão cerebral de citocinas pró-inflamatórias quando 
estes eram submetidos a exercício físico (Nichol et al., 2008; Parachikova, Nichol e 
Cotman, 2008; Leem et al., 2011). Além disso, em uma fase moderada da doença 
de Alzheimer, tanto o exercício físico em esteira quanto o exercício em roda 
protegeram ou atrasaram a progressão da doença em camundongos (Giménez-Llort 
et al., 2010; García-Mesa et al., 2011). 
Em uma revisão sistemática da literatura, Packer, Pervaiz e Hoffman-Goetzos 
(2010) mostraram que o exercício agudo aumenta os níveis centrais de citocinas 
pró-inflamatórios e a expressão de proteínas pró-apoptóticas. Em contrapartida, os 
estudos que utilizaram várias sessões (treinamento) de exercício sugerem uma 
redução em algumas citocinas pró-inflamatórias, proteínas pró-apoptóticas e 
aumento da expressão de proteínas anti-apoptóticas. 
Apesar da literatura científica mostrar efeitos positivos do exercício físico na 
plasticidade cerebral durante o desenvolvimento, a intensidade e duração adequada 
para promover estes efeitos não estão estabelecidas. Até o momento, não se tem 
conhecimento de estudos que tenham investigado a intensidade do exercício físico 
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na expressão de moléculas pró e anti-inflamatórias durante o desenvolvimento 
cerebral pós-natal. Assim, outro objetivo do presente estudo foi verificar a influência 
de duas intensidades de exercício físico, realizado em diferentes etapas do 
desenvolvimento cerebral pós-natal de ratos, sobre a expressão hipocampal de fator 
de necrose tumoral e interleucina 6 (citocinas pró-inflamatórias) e interleucina 10 
(uma citocina anti-inflamatória).  
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2 OBJETIVO GERAL 
 
 A proposta deste estudo foi investigar a influência da intensidade do exercício 
físico em diferentes fases do desenvolvimento cerebral pós-natal de ratos. 
 
2.1 Objetivos específicos 
 
• Analisar a expressão hipocampal de BDNF e citocinas (TNFα, IL6, e IL10) de 
ratos submetidos a duas intensidades de exercício físico em esteira nas idades de 
P21 à P30, P31 à P40, P41 à P50 e P51 à P60. 
 
• Analisar a expressão hipocampal de marcadores de morte (Fluoro Jade B) e 
proliferação celular (Ki-67) de ratos submetidos a duas intensidades de exercício 
físico em esteira nas idades de P21 à P30, P31 à P40, P41 à P50 e P51 à P60. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Animais 
  
Ratos machos da raça Wistar, com idade entre 21 e 60 dias foram utilizados 
para o estudo. Após o desmame (21 dias de vida) os animais foram alojados em 
grupos de até 4 ratos, em gaiolas apropriadas, onde tiveram livre acesso à água e 
ração (Nuvital, Colombo-PR, Brasil). As condições do biotério obedeceram a um 
ciclo claro/escuro de 12 horas (claro: 07:00 às 19:00). A temperatura do biotério 
oscilou entre 21 e 22 °C. Todos os procedimentos adotados no estudo foram 
aprovados pelo Comitê de Ética em pesquisa da Universidade Federal de São Paulo 
(processo nº 0607/09). 
 
3.2 Formação dos grupos e protocolo de exercício físico 
 
Para o estudo do efeito do exercício físico no desenvolvimento cerebral pós-
natal, os animais foram divididos em 4 grupos de diferentes idades conforme Tabela 
1. Cada grupo de idade (44 animais cada) foi composto por um subgrupo (condição 
experimental) de animais que correram em esteira com baixa intensidade (15 
animais por grupo); um subgrupo de animais que correram em alta intensidade (15 
animais por grupo); e um subgrupo de animais que não realizavam o protocolo de 
exercício (controle; 14 animais por grupo). Para cada grupo de exercício físico, o 
protocolo de exercício foi realizado durante 10 dias em esteira motorizada (AVS 
projetos, São Carlos-SP, Brasil) (Figura 1) nas velocidades correspondentes a cada 
grupo de idade e condição experimental mostradas na Tabela 1. 
Antes de iniciar o protocolo de exercício físico, uma medida de treinabilidade 
dos animais foi utilizada a fim de excluir diferentes níveis de estresse entre os 
animais que realizariam os protocolos de exercício físico em esteira. Esta medida de 
treinabilidade consiste em classificar os animais segundo uma escala de 
desempenho em corrida de 1 a 5 (Dishman et al., 1988) da seguinte forma: 1 = o 
animal se recusa a correr, 2 = corrida sem constância (corre e para ou corre em 
direção errada), 3 = corrida regular, 4 = corrida boa (ocasionalmente corre na parte 
de trás da esteira), 5 = corrida excelente (corre permanentemente na parte da frente 
da esteira). Os animais com uma classificação média de 3 ou mais foram 
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aleatoriamente incluídos nos grupos de exercício físico. Os animais excluídos dos 
grupos de corrida não foram utilizados no grupo controle. Cada sessão de 
treinamento foi iniciada com um aquecimento de 3 minutos (min) a 8 metros por 
minuto (m/min) tanto para o grupo de exercício de baixa intensidade como para o 
grupo alta intensidade. Posteriormente a velocidade foi aumentada para os 
respectivos grupos como apresentado na Tabela abaixo (Tabela 1). 
 
 
Figura 1. Rato Wistar durante uma sessão de treinamento em esteira 
motorizada. 
 
Tabela 1: Divisão por idade e condição experimental, 
velocidades de corrida e dia de vida pós-natal (P) 
correspondentes a cada fase do estudo. 
 
Grupos 
de Idade 
 
# Condição Experimental 
Controle 
* Baixa 
Intensidade 
* Alta 
Intensidade 
P21-30 - 12 16 
P31-40 - 14 18 
P41-50 - 16 20 
P51-60 - 18 22 
* Velocidade de corrida em metros por minuto (m/min); P = dia pós-natal 
correspondente a cada fase do estudo; # Antes de iniciar o protocolo de 
exercício físico todos os animais dos grupos exercício foram submetidos a 2 
sessões de aprendizagem de corrida na esteira e a classificação do nível de 
corrida segundo a escala proposta por Dishman et al. (1988). 
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3.3 Métodos Histológicos 
 
3.3.1 Métodos de Eutanásia, obtenção e armazenamento dos tecidos 
 
Após 10 dias de exercício físico em esteira os animais do grupo exercício (5 
animais por grupo de idade e intensidade de exercício físico) foram profundamente 
anestesiados com Hidrato de Cloral (CRQ Cromato produtos químicos, Diadema-SP, 
Brasil) (300 mg/kg, i.p.) uma hora após a última sessão de exercício físico e 
submetidos à perfusão transcardíaca com solução tampão fosfato salina (PBS) 0,1% 
(NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4, pH= 7,4) por 1 minuto; e depois 
paraformoldeído (Merck) à 4% em PBS 0,1% durante 30 minutos. Após este 
processo, os cérebros foram removidos da caixa craniana e deixados em solução 
fixadora de paraformoldeído 4% por 24 horas (solução idêntica a usada na 
perfusão). Depois, os cérebros foram cortados em vibrátomo (LEICA VT1000S; 
Leica microsystems, Wetzlar, Germany) em fatias de 50µm de espessura e 
armazenados a -20 °C no banco de tecidos biológicos  do nosso laboratório (para 
preservação do tecido). No banco, as fatias eram mantidas em solução 
anticongelante contendo 30% de Sacarose (Merck), 1% de Polivinilpirrolidona 40 
(PVP-40) (Sigma-Aldrich) e 30% de etilenoglicol (Synth) em solução tampão fosfato 
(phosphate buffered, PB) 0,1M (pH= 7,2) para inibir a formação de cristais de gelo 
que danificam a estrutura das células. Todas as perfusões (inclusive dos grupos 
controles) foram realizadas entre 9:00 e 10:30 horas do período da manhã. 
 
3.3.2 Marcação Imunohistoquímica de Ki-67 
 
Seis fatias da formação hipocampal de cada animal (Bregma -2,8 à -3,6 mm; 
Paxinos e Watson, 1996) previamente estocadas no banco de tecidos foram 
selecionadas para análise da densidade de células Ki-67 positivas. Para cada grupo 
de idade e condição experimental (controle, exercício de baixa intensidade e 
exercício de alta intensidade) foram utilizados 5 animais. Brevemente, as fatias 
foram lavadas 3 vezes por 5 minutos cada lavagem em PBS 0,01 mM e 
posteriormente incubadas em peróxido de hidrogênio (H2O2) (Calbiochem) à 3% por 
20 minutos afim de bloquear a atividade de peroxidases teciduais. Depois disto, as 
fatias foram novamente lavadas em PBS 0,01 mM, e pré incubadas em PBS 
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contendo 10% de albumina bovina (Amresco) e Triton X-100 (Merck) à 0,2% por 
duas horas e trinta minutos e então incubadas overnight em anticorpo anti Ki-67 
(1:1000; Abcam; ab16667) à 4 ºC. No dia seguinte, as fatias foram lavadas em PBS 
0,01% e incubadas em anticorpo secundário biotinilado antirabbit (1:200; Vector) por 
2 horas em temperatura ambiente, lavadas novamente, e incubadas em um 
complexo avidina-peroxidase (ABC; Vector) por 1 hora, lavada três vezes em PBS e 
então reveladas em uma solução contendo 0,075% de diaminobenzidina (DAB) 
(Amresco) e 0,002% de H2O2. Depois desta sequência de procedimentos, as fatias 
finalmente foram lavadas em PBS 0,01 mM, montadas em lâminas gelatinizadas, 
desidratadas em álcool (Synth) 70%, 80%, 90% e 100% (2 minutos em cada) e Xilol 
(Synth)  (4 minutos) e cobertas com lamínulas, usando Entelan (Merk) como meio de 
montagem. Subsequentemente, a região do giro dentado de cada animal foi 
digitalizada com a utilização de um microscópio (Nikon Eclipse 6600) para análise 
quantitativa como descrito a seguir (Subitem 3.3.4).  
 
3.3.3 Fluoro-Jade B 
 
O Fluoro-Jade B (CHEMICON) é um derivado de fluoresceína tribásico 
aniônico cujo peso molecular é de 661 daltons com um pico de excitação de 480 nm 
e pico de emissão 525 nm (cor verde). Sua marcação evidencia seletivamente 
neurônios em degeneração (Schmued, Albertson e Slikker, 1997). Neste 
procedimento foram utilizadas fatias de 50µm correspondentes a formação 
hipocampal (Bregma -2,80 à -3,3 mm; Paxinos e Watson, 1996) dos animais em 
estudo. Como controles positivos para o experimento foram utilizadas fatias 
hipocampais (3 por experimento) de animais injetados com 350 mg/kg de pilocarpina 
(Merck) (um potente agonista colinérgico que induz status epiléptico e leva à perda 
generalizada de células em várias áreas do cérebro). 
As fatias de hipocampo foram então montadas em lâminas gelatinadas e 
deixadas secando durante uma noite. No dia seguinte, os cortes (montados nas 
lâminas; 6 cortes por lâmina) foram imersos em etanol 70% por 5 min. e etanol 100% 
por 2 min. A seguir foram imersos em água destilada por 2 min. e transferidos para 
uma solução de permanganato de potássio a 0,06% mantidos sobre leve agitação 
por 15 min. Após este procedimento as lâminas foram novamente lavadas em água 
destilada (3 vezes de 1 min.) e transferidas para uma solução estoque de Fluoro-
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Jade B a 0,01% em ácido acético (Merck) 0,01% e permaneceram por 30 min. Após 
esta etapa de marcação, os cortes foram mergulhados por 3 vezes em água 
destilada, durante 1 min. cada. Logo após a última imersão em água destilada, o 
excesso de água da lâmina foi retirado com o auxílio de papel absorvente, tomando-
se o cuidado de não tocar os cortes, e aquecidas em placa a 60ºC até que 
estivessem totalmente secas. Finalmente, as lâminas foram imersas em álcool 100% 
por 3 min. e em Xilol absoluto por 2 min. e, por fim, cobertas com lamínulas, usando-
se Vectashield (MERK) como meio de montagem. 
 
3.3.4 Quantificações 
 
Para analisar a coloração das células Ki-67 positivas foi utilizado o método 
descrito por Scorza et al. (2010). Para isto, a formação hipocampal de cada animal 
dos grupos estudados foi digitalizada com uma câmera digital Nikon DSRi1 
conectada a um microscópio Eclipse 80i (Nikon Instruments, Melville, NY, USA). As 
imagens foram processadas em formato RGB para obtenção de três bandas de 
frequência de cores (vermelho, verde e azul), cada uma com variação de 0 (mais 
escuro) a 255 (mais claro). Depois, as imagens eram convertidas em tons de cinza 
para comprimir as três bandas de frequência em apenas uma (para facilitar o 
processamento da imagem). Em seguida, plotou-se um histograma das imagens 
para identificar a transição entre o plano de fundo e a marcação de Ki-67. Para 
abstração do plano de fundo em relação ao objeto de estudo (densidade de células 
Ki-67 positivas), a taxa de variação de frequência de tons de cinza e os picos de 
variação de intensidade luminosa de cada imagem foram identificados (derivada do 
histograma). Uma linha de tendência utilizando o vetor dos valores da derivada do 
histograma da imagem foi traçada para visualizar o ponto de maior variação entre os 
tons de cinza. O ponto máximo na linha de tendência serviu para identificar o início 
da intensidade luminosa das células Ki-67 positivas. A partir daí, as imagens foram 
convertidas em preto e branco e quantificadas. A quantificação dos pixels foi 
desenvolvida em um software destinado a fazer cálculos com matrizes (MATLAB; 
The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, U.S.A.) e em imagens que possuíam a 
mesma resolução. Os dados foram plotados como valores absolutos e percentual do 
grupo controle (controle = 100%) da marcação de células Ki-67 positivas de cada 
grupo de idade. O valor correspondente a cada animal foi obtido pela média da 
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densidade de cada fatia do mesmo animal. 
 
3.4 Métodos de imunodetecção de proteínas 
 
3.4.1. Métodos de Eutanásia, obtenção e armazenamento de tecido 
 
 Após decapitação, os cérebros dos animais (10 por grupo) foram 
imediatamente retirados da caixa craniana, os hipocampos dissecados e congelados 
em nitrogênio líquido. Após isso, os tecidos foram estocados em freezer à -80 ºC. A 
seguir, os tecidos foram homogeneizados em tampão Tris Hidrocloreto (Amresco) 
0,01 M (pH 7,6) contendo 5,8% de cloreto de sódio (Merck), 10% de Glicerol 
(Amresco), 1% de Nonidet P 40 (NP-40) (Amresco), 0,4% de ácido etilenodiamino 
tetra-acético (EDTA) (Bio-Rad laboratories) e diferentes inibidores de proteases para 
posterior quantificação proteica. 
 
3.4.2 Teste imunoenzimático (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) 
 
A expressão hipocampal da proteína BDNF foi verificada através de um kit 
ELISA E-max (PROMEGA), seguindo as recomendações do fabricante. As amostras 
dos grupos controle, exercício de baixa e alta intensidades, previamente 
armazenadas em -80°C foram centrifugadas (5 min a 1 4000 rpm) a 4°C. Depois, o 
sobrenadante foi aplicado em uma placa de 96 poços (CORNING COSTAR) coberta 
com anticorpo anti-BDNF (1:1000) por 2 horas à temperatura ambiente. Após este 
período, a placa foi lavada com TBS-T (5% de Tris Hidrocloreto, 15,4% de cloreto de 
sódio, 0,1% de Tween 20, pH=7,5) e incubada com os seguintes anticorpos: anti-
humano (1:500) por 2 horas, e conjugado anti-IgY HRP (1:200) por 1 hora. Por fim, 
uma solução cromógena de tetrametilbenzidina foi aplicada nos poços. A 
absorbância foi detectada em um leitor de placas (QUICK ELISA) a 450 nm. Os 
dados foram plotados em valores absolutos fazendo-se uma relação entre a 
absorbância de BDNF com a concentração total de proteínas na formação 
hipocampal. 
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3.4.3 Quantificação de citocinas 
 
Os níveis hipocampais de citocinas inflamatórias TNFα, IL6 e IL10 foram 
determinadas por meio de imunoensaio. As amostras previamente armazenadas a -
80 °C foram centrifugadas durante 5 min a 10000 (xg ) a 4 °C e concentrações de 
citocinas medidos com um kit Millipore Kit Rat Cytokine multiplex na plataforma 
Luminex xMAP®. Controles longitudinais foram utilizados para avaliar a variação 
inter-ensaios. 
 
3.5 Análise estatística 
 
O teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o de homogeneidade de Levene 
foram utilizados para testar a distribuição e a homogeneidade das variâncias, 
respectivamente. Variáveis que apresentaram distribuição normal ou variância 
homogênea (p > 0,05) foram comparadas por Análise de Variância two way (Idade 4 
níveis; e Condição experimental 3 níveis). Quando verificado efeito significativo na 
Análise de Variância, análise post hoc de Bonferroni foi utilizada com o intuito de 
identificar entre quais grupos estavam as diferenças. As variáveis que apresentaram 
distribuição não normal e heterogeneidade (ambas) nas variâncias foram 
comparadas pelo teste não paramétrico de Kruskall-Wallis. Se o teste de Kruskal-
Wallis apresentasse significância estatística, testes de Mann-Whitney foram 
realizados a fim de identificar entre quais grupos estavam as diferenças. Neste 
último caso, correção de Bonferroni foi realizada (valor de p adotado / número de 
comparações). 
Os níveis de significância adotados foram de p < 0,05. A análise estatística foi 
realizado no software SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e os gráficos 
construídos na versão 2007 do Excel. Os valores estão apresentados como média e 
erro padrão da média (M±EPM). 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) 
 
A análise da expressão do BDNF na formação hipocampal de ratos mostrou 
um aumento significativo nos animais do grupo P41-50 submetidos ao exercício de 
alta intensidade (35,51 ± 3,76) quando comparado aos animais do grupo controle 
(26,57 ± 2,75; p = 0,026) e do grupo exercício de baixa intensidade (24,05 ± 1,38; p 
= 0,003) (Figura 2). Nenhuma outra diferença significativa foi observada entre os 
outros grupos nas diferentes intensidades. 
 
 
Figura 2: Expressão de Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo (BDNF) na formação hipocampal 
de ratos submetidos a exercício físico em esteira em baixa e alta intensidade. *Diferença 
significativa em relação ao Controle; #Diferença significativa em relação a velocidade de exercício. 
(p < 0,05, ANOVA two way seguida por post hoc de Bonferroni). n = 10 e 9 animais para os grupos 
exercício físico e controle, respectivamente. 
 
4.2 Níveis hipocampais de citocinas 
 
Níveis de citocinas inflamatórias foram avaliados para verificar se a 
intensidade do exercício pode resultar em efeitos negativos na formação hipocampal 
de ratos em desenvolvimento. Um aumento significativo dos níveis hipocampais de 
IL6 foi detectado nos animais do grupo P21 à P30 submetidos ao exercício de alta 
intensidade (36,11 ± 3,79 pg/ml) quando comparado aos animais do grupo controle 
(5,84 ± 2,10 pg/ml; p = 0,001) (Figura 3). No período de P41 à P50, aumento 
significativo de TNFα foi encontrado na formação hipocampal de ratos submetidos 
ao exercício de alta intensidade (15,19 ± 5,50 pg/ml) quando comparados aos 
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animais controle (2,58 ± 0,39 pg/ml; p = 0,014) (Figura 3). Um aumento significativo 
dos níveis hipocampais da citocina anti-inflamatória IL10 foi observado nos animais 
submetidos ao exercício de alta intensidade no período de P41 à P50 (1309,68 ± 
459,13 pg/ml) em comparação ao animais controle (56,72 ± 41,38 pg/ml; p = 0,009) 
(Figura 3). 
 
 
Figura 3: Expressão das citocinas IL6, TNFα e IL10 na formação hipocampal de ratos submetidos a 
exercício físico de baixa e alta intensidades. * Diferença significativa em relação ao Controle; (p < 
0,05; Kruskall-Wallis seguido de testes de Mann-Whitney). n = 10 e 9 animais para os grupos 
exercício físico e controle, respectivamente. 
26 
 
4.3 Proliferação Celular (Ki-67) 
 
Um aumento significativo na densidade de células Ki-67-positivas foi 
observado nos animais do grupo P21-30 submetidos ao exercício de baixa 
intensidade quando comparado aos animais dos grupos controle e alta intensidade 
(ambos com valores de p < 0,001). No período P31-40 observou-se um aumento na 
densidade de células Ki-67-positivas no grupo de animais submetidos ao exercício 
físico de alta intensidade comparado aos grupos controle e baixa intensidade (p < 
0,001). Nos demais grupos de idade (P41-50 e P51-60) não foram observadas 
alterações significativas entre as diferentes intensidades. Uma tendência ao 
aumento (p = 0,057) na densidade de células Ki-67-positivas foi observado entre o 
grupo submetido a exercício de alta intensidade comparado ao grupo controle na 
idade de P51-60 (Figura 4).  
 
Figura 4: Figura exemplificando células em proliferação marcadas com Ki-67 no giro dentado (GD) de 
um animal controle (A) e quantificação da densidade de células em proliferação em animais de 
diferentes idades submetidos a exercício físico em esteira em intensidade baixa e alta (B). * Diferença 
significativa em relação ao Controle; # Diferença significativa em relação a intensidade de exercício (p 
< 0,05, ANOVA two way seguida por post hoc de Bonferroni). n = 5 animais para todos os grupos. 
 
4.4 Morte Neuronal (Fluoro Jade B) 
 
Para verificar a possibilidade de degeneração celular no giro dentado de ratos 
submetidos à duas intensidades de exercício físico em diferentes estágios de 
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desenvolvimento cerebral pós-natal, foi utilizado a coloração histoquímica com fluoro 
jade B (FJB). No controle positivo, a coloração com FJB foi observada em neurônios 
localizados na região hilar do giro dentado. No entanto, nenhum neurônio em 
degeneração foi encontrado no giro dentado dos ratos controle ou aqueles 
submetidos a duas intensidades de exercício durante o desenvolvimento cerebral 
pós-natal (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Exemplo de células marcadas com Fluoro Jade B no giro dentado (GD) de um animal 
controle, submetido a exercício de baixa e alta intensidades (colunas) em diferentes idades (linhas). A 
parte superior da imagem contém a região CA1 (A), CA3 (B) e GD (C) de um animal com epilepsia 
mostrando a característica de células em processo de morte. Imagens aumentadas 10x. n = 5 
animais para os grupos controle e exercício físico.  
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5 DISCUSSÃO 
 
Este estudo examinou o efeito da intensidade do exercício físico em 
diferentes estágios de desenvolvimento cerebral pós-natal de ratos. Observou-se 
que os efeitos neuroplásticos induzidos pelo exercício físico nos níveis de BDNF e 
proliferação celular na região hipocampal são dependentes da intensidade do 
exercício e período do desenvolvimento. Além disso, observou-se que a intensidade 
do exercício físico é um fator indutor de inflamação e que a resposta inflamatória 
induzida pelo exercício físico durante o desenvolvimento cerebral pós-natal também 
está relacionado com a fase do desenvolvimento. 
 O BDNF, é um membro da família das neurotrofinas conhecido por exercer 
um papel fundamental durante a maturação e desenvolvimento cerebral, bem como 
na ramificação e remodelamento de dendritos e axônios, maturação funcional de 
sinapses excitatórias e inibitórias e na morte celular por apoptose (Huang e 
Reichardt, 2001; Yoshii e Constantine-Paton, 2010). Durante o desenvolvimento 
cerebral a expressão do BDNF é estritamente controlada e alteração de sua 
expressão pode causar anormalidades no desenvolvimento morfológico e funcional 
do cérebro (Huang e Reichardt, 2001; Bernd, 2008). Por exemplo, déficits de 
aprendizagem são observados em camundongos que não expressam esta 
neurotrofina (Gorski et al., 2003). No presente estudo foi detectado um aumento 
significativo dos níveis hipocampais de BDNF em ratos adolescentes submetidos ao 
exercício físico de alta intensidade no período de P41 à P50. A importância deste 
resultado é que a expressão do BDNF induzida pelo exercício físico durante o 
período da adolescência tem sido acompanhado por melhoras na funções cognitivas 
(Hopkins, Nitecki e Bucci, 2011; Gomes da Silva et al., 2012). Interessantemente, 
níveis elevados de citocinas inflamatórias foram encontradas na formação 
hipocampal de ratos submetidos a exercício de alta intensidade neste mesmo 
período (P41 à P50). 
 As citocinas inflamatórias podem exercer um efeito duplo nas funções 
cerebrais. Estes efeitos são dependentes de vários fatores, tais como o tipo de 
citocina produzida, o estado funcional e o tipo das células estimuladas, a 
concentração e a duração da exposição. A expressão aumentada de citocinas pró-
inflamatórias no cérebro pode contribuir de forma negativa na manutenção da 
comunicação neuronal. Tem-se observado que as citocinas pró-inflamatórias 
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aumentam a atividade de proteínas quinases ativadas pelo stress e prejudicam a 
capacidade do cérebro em manter a potenciação de longa duração (LTP) no 
hipocampo (O’Donnell, Vereker e Lynch, 2000), um processo fisiológico envolvido na 
consolidação da memória. Por outro lado, demonstrou-se que prejuízo na LTP ligado 
à inflamação pode ser revertido pela infusão intracerebroventricular da citocina anti-
inflamatória IL10 (Lynch et al., 2004). Este achado interessante revela uma ação 
terapêutica das citocinas anti-inflamatórias nos eventos deletérios produzidos pelas 
citocinas pró-inflamatórias. 
 Como mencionado anteriormente, o exercício de alta intensidade aumenta a 
expressão de ambas as citocinas pró e anti-inflamatórias (TNFα e IL10, 
respectivamente) na formação hipocampal de ratos exercitados no período de P41 à 
P50. A expressão aumentada de citocinas inflamatórias pode resultar em mudanças 
negativas e positivas no desenvolvimento do cérebro. No entanto, nenhuma 
degeneração neuronal no hipocampo destes animais foi encontrada. Uma possível 
explicação para estes resultados pode ser atribuída, pelo menos em parte, ao 
aumento do BDNF induzido pelo exercício. De fato, uma promissora interação entre 
fatores de crescimento e citocinas tem sido descrita (Noga et al., 2007; Spedding e 
Gressens, 2008). Tem sido relatado que a administração de BDNF estimula a 
secreção de IL10 (Noga et al., 2007) e reduz a extensão da lesão cerebral induzida 
por inflamação (Spedding e Gressens, 2008). Tendo em conta a interação entre os 
fatores de crescimento e citocinas é possível que o aumento dos níveis de IL10 
encontrados no presente estudo possa, também, estar ligado a um aumento nos 
níveis de BDNF detectados na formação hipocampal dos ratos submetidos a 
exercício de alta intensidade no período de P41 à P50. 
 Nos primeiros estágios do desenvolvimento cerebral pós natal, observou-se 
efeitos neurobiológicos negativos e positivos em intensidades distintas de exercício 
físico. De P21 à P30, o exercício de baixa intensidade aumentou a taxa de 
proliferação celular no giro dentado enquanto o exercício de alta intensidade durante 
o mesmo período induziu um aumento significativo nos níveis hipocampais da 
citocina pró-inflamatória IL6. Estes dados suportam a idéia de que os efeitos 
benéficos do exercício físico no cérebro em desenvolvimento depende de baixas 
intensidades de exercício (Lou et al., 2008). Por outro lado, o exercício físico de alta 
intensidade, mas não o de baixa intensidade, resultou em aumento significativo da 
densidade de célula em proliferação nos ratos treinados de P31 à P40. Estes 
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resultados revelam que a formação de novas células pode variar de acordo com a 
intensidade do exercício físico e do estágio de desenvolvimento cerebral pós-natal. 
É importante salientar que a formação de novas células induzida pelo exercício físico 
nestas fases iniciais poderiam ter um impacto significativo sobre a estrutura e função 
do cérebro em desenvolvimento. Estudos em animais adultos demonstram que o 
exercício físico aumenta a proliferação e sobrevivência celular no giro dentado, 
aumenta a magnitude da LTP no hipocampo e melhora a aprendizagem espacial e a 
memória (van Praag et al., 1999; van Praag, Kempermann e Gage, 1999). 
Considerando que a formação de novas células na região do hipocampo é mais 
prevalente no início da vida (Kim et al., 2004), especula-se que a proliferação celular 
induzida pelo exercício físico nestes animais pode também ser acompanhada por 
melhoras na capacidade cognitiva. No entanto, mais estudos são necessários para 
estabelecer essa relação entre a intensidade do exercício físico, proliferação celular 
e as funções cognitivas no cérebro durante o desenvolvimento pós-natal. Além 
disso, desenvolver estratégias onde seja possível avaliar de forma objetiva a 
intensidade do exercício físico e a adaptação ao treinamento físico em ratos jovens 
submetidos a curtos períodos de exercício são necessárias e sua ausência no 
presente estudo pode ser considera uma limitação do mesmo. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Em conclusão, o presente estudo mostrou que duas intensidades de exercício 
físico podem resultar em mudanças positivas e negativas ao desenvolvimento do 
cérebro. Dependendo do estágio de desenvolvimento o exercício físico de baixa ou 
alta intensidade pode aumentar a taxa de proliferação celular no giro dentado e 
aumentar os níveis de citocinas inflamatórias e fator neurotrófico derivado do 
encéfalo na formação hipocampal de ratos em desenvolvimento. Estes resultados 
indicam que os efeitos neuroplásticos induzidos pelo exercício físico realizado 
durante o período de desenvolvimento cerebral pós-natal dependem tanto da 
intensidade do treinamento como do estágio de desenvolvimento cerebral. 
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